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過酸化リン脂質 (phosphatidylcholine hydroperoxide (PCOOH), Fig. 0-1) の
蓄積は、動脈硬化や糖尿病、認知症、癌などの様々な疾病の発症や増悪化に関
連すると考えられている [1-4] 。例えば、これまでに当研究室では、高脂血症
者 [1] や糖尿病患者 [2] の血漿 PCOOHの増加、認知症患者の赤血球 PCOOH





が望まれている。これまで、carbon tetrachlorideのような薬物 [5, 6] 、虚血・
再還流 [7-11] 、病態モデル [12-15] などが、酸化ストレス負荷の目的で使われ
てきたが、これらによるリン脂質過酸化は一過性であったり、個体差が大きか
ったりするなど、モデル動物としては十分ではない面があった。また、食によ
る酸化ストレス因子としては、ビタミン E [16] およびコリンの欠乏食 [17] な
どがあるが、食の実態とかけ離れており、より実際的な要因による慢性的なリ
ン脂質過酸化亢進モデルの確立が求められている。 
こうした中、当研究室では、Fischer 344 (F344) ラットへの高脂肪食給餌が





































ア㈱, Tokyo, Japan) を 3週間摂取させると、普通食群 (MF、オリエンタル酵
母工業㈱, Tokyo, Japan) に対しリン脂質過酸化が亢進し、それが T3摂取によ
って抑制されることを見出している [18] 。高脂肪食は、脂質異化の過程での活
性酸素種 (ROS) の産生亢進や、体脂肪の蓄積に伴うインスリン抵抗性と炎症に

















普通食には市販固形食の CE-2 (日本クレア株式会社、Tokyo, Japan) を、高
脂肪食には HFD32 (日本クレア(株)) を用いた。また、高脂肪食 (High fat diet; 
HFD) に抗酸化サプリメントを 1%添加し、抗酸化サプリメント添加食 
(HFD+Antiox) とした。飼料の詳細は Table 1-1, 2に示した。抗酸化サプリメ
ントはエーザイ株式会社 (Tokyo, Japan) より提供された、ユベラ贅沢ポリフェ
ノールを用いた。本製品は、植物より抽出したビタミン E に、6 種類の植物由
来ポリフェノール抽出物を混合したもので、具体的な処方を Table 1-3に示した。 
 
1.2.2 実験動物 
Fischer 344 ラット (雄性、6 週齢) を日本クレア株式会社 (Tokyo, Japan) 
より購入した。実験操作を行う前に 1 週間予備飼育した。なお、実験動物は購
入後、金網ケージで 1匹ずつ個別飼育し、市販固形食 (CE-2；日本クレア(株)) と
水は自由摂取させた。飼育環境は、室温 23 ± 1℃、明暗周期 12 時間 (明期: 
8:00‐20:00) で行った。 
1週間の予備飼育後、ラットを各群 7匹ずつ、試験前の体重が等しくなるよう
に、普通食群 (Control) 、高脂肪食群 (HFD) 、高脂肪食+サプリメント群 
(HFD+Antiox) の三群に分けた。1.2.1 に示した試験食を 3週間自由摂食させた。






















ール (T-Cho) 、LDL-コレステロール (LDL-Cho) 、リン脂質 (PL) 濃度は三菱
化学メディエンス株式会社 (Tokyo, Japan) に委託し測定した。 
 
1.2.6 肝臓脂質組成の測定 
肝臓脂質組成は 1.2.4 で調製した 20 %ホモジネートから Folch法 [21] によ
って抽出した脂質を用いて測定した。すなわち、2 mLのホモジネート液にクロ
ロホルム /メタノール  (2:1, v/v, 0.002% (w/v) ブチルヒドロキシトルエン 
(BHT) 含有) 10mLを混合し、5分間振とう後、遠心分離 (1000g, 10min, -10℃) 
した。得られた下層を別の試験管に移し、残りの上層に理論下層であるクロロ
ホルム/メタノール (10:1, v/v) 7.2mL を加え混合し、1分間振とう後、遠心分離 
(1000g, 10min, -10℃) し、得られた下層を先ほどの下層と合わせた。脂質抽出
物を洗浄するため、下層に理論上層であるクロロホルム/メタノール/水 (3:48:47, 
v/v/v) を 9.6mL加え、1分間振とう後、遠心分離 (1000g, 10min, -10℃) した。
得られた下層は遠心エバポレーターによって溶媒を除去し、減圧下で終夜乾固
後、重量法で総脂質を測定した。残渣をクロロホルム/メタノール (2:1, v/v) 400
μL に溶解し、このうち 50μL をバイアルに移して乾固した後、2-プロパノー
ルを 200μL 加えて溶解し、肝臓トリアシルグリセロール (TG) 、総コレステ
ロール (T-Cho) 測定に用いた。トリアシルグリセロール (TG) 濃度はトリグリ
セライド E-テストワコー  (和光純薬工業㈱ ) を用いて比色法で測定した 
(GPO・DAOS法) 。総コレスレロール (TC) 濃度はコレステロール E-テストワ




1.2.6 で抽出した脂質を用いて、Bartlet法 [22] によってリン定量を行った。
すなわち、Folch 抽出後、2-プロパノールを 200μL に溶解した脂質のうち 10
μLをリン定量用の試験管にとり、ドラフト内で 200℃に加熱し、溶媒を除いた








1.2.8 肝臓 PCOOHの測定 
1.2.6 と同様に Folch 法により 20%肝臓ホモジネート液から脂質を抽出後、
遠心エバポレーターによって溶媒を除去し、クロロホルム/メタノール (2:1, v/v) 
100μL に再溶解した。これを化学発光 -高速液体クロマトグラフィー 
(CL-HPLC) に 40μL 供し、肝臓および血漿の抽出脂質に含まれるホスファチ
ジルコリンヒドロペルオキシド (PCOOH) を測定した [23] 。すなわち、高速
液体クロマトグラフィー (HPLC) によって、ホスファチジルコリン (PC) を他
の脂質成分より分離後、別のポンプから送り込まれる発光試薬ルミノールと過
酸化物を反応させ、生じた微弱発光を化学発光検出器  (CL) で検出した。




HPLCポンプ : CU-2080 Plus (日本分光)  
HPLCカラム : Finepak SIL-NH2-5, 4.6mmID×250mm (JASCO)  
移動相 : 2-プロパノール/メタノール/水 (1350:450:200, v/v/v)  
流速 : 移動相 1.0mL/min,  発光試薬 1.8mL/min 
カラムオーブン : CO-2065 Plus (日本分光)   温度 : 40℃ 
UV検出器 : CLA-FL2 (日本分光)  
発光試薬 : 50mMホウ酸緩衝液 (pH10) に 2μMのルミノール (和光純薬工業
株式会社) と 25μMのチトクローム c (Sigma ,typeⅥ) を溶解して作成。 
化学発光検出器 : CLA-FL2 (東北電子産業)  
 
1.2.9 肝臓のビタミン E分析 
1.2.4 で調製したラット肝臓 20%ホモジネートを用い、抗酸化物質として肝臓
中のビタミン E (α-Tocopherol) 分析を行った [26] 。肝臓の 20% ホモジネー
ト液 500μLを 10mL容ねじ口試験管に分注し、0.9% NaCl (1mM EDTA) 500
μL と、抗酸化剤として 6%ピロガロール/エタノール溶液 0.2mL、内部標準と
して 2μg/mLの 2,2,5,7,8-ペンタメチル-6-クロマン (PMC) 1mL (0.5 nmol) 、
さらに n-ヘキサン/酢酸エチル (9:1, v/v) 4mLを添加して 5分間よく混和し、液
液分配によってビタミン Eを抽出した。この混合液を遠心分離 (1000g、10分、
4℃) し、上層である有機溶媒層を 50mL容遠沈管に回収した。下層には再度 n-
ヘキサン/酢酸エチル (9:1, v/v) 4mLを加え、同様に混和、遠心分離した。これ
を 3回繰り返し、集めた上層を窒素気流下で乾燥後、n-ヘキサン 100μLに再溶







カラム : ZORBAX RX-SIL (5μm、4.6ｘ250mm、Agilent)  
カラムオーブン : NANOSPACE (資生堂)   温度 : 35℃ 
ポンプ : PU-2080 Plus (日本分光)                
流速 : 1.2mL/min (0-8min) , 1.5mL/min (8-15min)  
移動相 : n-ヘキサン/2-プロパノール (99:1, v/v)  
蛍光検出器 : RF-10AXL (島津製作所)  
励起波長 : 298nm 蛍光波長 : 325nm 
 α‐Tocopherol 標準液の濃度は分光光度計で測定し、吸光係数から求めた。
α‐Tocopherolの吸光係数は 3270 (292nm) を使用した。PMC標準液 (エタノ




い、多重比較には Tukey検定を用いた。統計処理にはエクセル統計 2010 (SSRI, 
































































































量が有意に増加した(Table 1-4)。さらに、肝臓総脂質 (TL) 、トリアシルグリセ
ロール (TG) 、総コレステロール (T-Cho) 値についても、高脂肪食群で普通食
群より有意に増加した (Table 1-5) ことから、三週間の高脂肪食給与が、ラット
の脂質蓄積を亢進することが示された。血漿中のトリアシルグリセロール 
(TG) 、総コレステロール (T-Cho) 、LDL-コレステロール (LDL-Cho) 、リン
脂質 (PL) 値は全群間で有意な差はなく、高脂肪食給与による血中脂質への影
響はないと考えられた (Table 1-5) 。これらの結果は Burdeos らの、雄性 F344









れなかった (Fig. 1-3) 。Burdeos らの先行研究では、普通食群における肝臓
PCOOH 濃度は 100pmol/g Liver であるのに対し、高脂肪食を与えたラットで
はおよそ 300pmol/g Liver と約 3 倍高い値を示した。一方で、本研究における













かった (Fig. 1-3) 。前段落で述べた当研究室の先行研究では、ビタミン Eの経
口投与が F344 ラットの肝臓 PCOOH 濃度へ与える影響を検討しており、一日
10 mgの T3経口投与では抑制効果が見られたものの、5 mgの T3および 10 mg
の Tocopherol (Toc) では抑制効果は観察されていない [18] 。抗酸化物質の影
響は、抗酸化サプリメントの種類や投与量で異なり、今回使用した抗酸化サプ
リメントには T3 が含まれていないため、肝臓 PCOOH 抑制作用は弱かったと
推察された。一方、肝臓中のα-Tocopherol 量は、抗酸化サプリメント摂取で他
の 2群に比較して有意に増加した (Fig. 1-4) 。したがって、今回観察された抗
酸化サプリメントの、弱い肝臓 PCOOH 抑制作用は、抗酸化サプリメントに含
まれるα-Tocopherol が関与していると考えられた。上述のとおり、先行研究で
は Tocは肝臓 PCOOH 量を抑制しなかったが、一日 10mg の Tocの投与量は、
今回のラット一日あたりの平均摂食量 14g から飼料 100g あたりに換算すると
71mg /100gに相当する。本実験系では試料中の Tocは、添加したビタミン Eミ





































Initial body weight (g) 105 ± 6 105 ± 5 104 ± 5






Body weight increase (g) 86.8 ± 5.3a 101.2 ± 6.5b 97.4 ± 8.6b
Total food consumption (kcal) 1129 ± 36a 1394 ± 97b 1464 ± 146b
Feed efficiency (g/100 kcal) 7.70 ± 0.43a 7.29 ± 0.59ab 6.70 ± 0.78b
Liver (mg/g body weight) 32.4 ± 1.3
a 33.3 ± 1.9
a 35.5 ± 0.9
b
Epididymal fat (mg/g body weight) 12.3 ± 0.9a 17.9 ± 2.1b 19.7 ± 1.1b
Perirenal-retroperitoneal fat (mg/g body weight) 8.76 ± 1.36a 21.2 ± 3.6b 18.8 ± 2.2b
Mesenteric fat (mg/g body weight) 8.83 ± 0.91a 14.7 ± 1.4b 13.6 ± 1.4b
Heart (mg/g body weight) 3.44 ± 0.42 3.63 ± 0.32 3.61 ± 0.31
Lung (mg/g body weight) 4.94 ± 0.46 4.93 ± 0.56 5.18 ± 0.35
Spleen (mg/g body weight) 2.45 ± 0.29 2.49 ± 0.11 2.43 ± 0.30
Kidney (mg/g body weight) 6.44 ± 0.78 6.91 ± 0.23 7.01 ± 0.49
Pancreas (mg/g body weight) 3.45 ± 0.43 3.39 ± 0.21 3.81 ± 0.56
Table 1-4 Body weights, total caloric food consumptions, and tissue weights in rats fed with
control diets, high fat diets (HFD) or HFD supplemented with an antioxidant mix (HFD+Antiox)
for 3 weeks
Control HFD HFD+Antiox




TG (mg/dL) 93.7 ± 20.8 145 ± 82 113 ± 34
T-Cho (mg/dL) 54.6 ± 5 69.3 ± 7.1 65.6 ± 6.2
LDL-Cho (mg/dL) 5 ± 0 5 ± 0 5 ± 1
PL (mg/dL) 111 ± 6 112 ± 17 111 ± 9
TL (mg/g Liver) 47.0 ± 18.0a 63.1 ± 23.4b 64.7 ± 24.7b












PL (mg/g Liver) 16.6 ± 3.6 16.7 ± 2.8 15.9 ± 2.9
Table 1-5 Plasma and liver lipid contents of rats fed with control
diets, high fat diets (HFD) or HFD supplemented with an
antioxidant mix (HFD+Antiox) for 3 weeks
Values are expressed as mean  ± SD (n = 7), Different letters



























の活性化 [27] による ROS の発生源のミトコンドリア電子伝達系の刺激 [28] 、
体脂肪の蓄積 [29] および脂肪肝 [30, 31] による小胞体ストレスの発生とそれ
に続くインスリン抵抗性による NADPH オキシダーゼの活性化 [32] 、脂肪肝









飽和脂肪酸は中立的と考えられている [34] 。一章で使用した市販高脂肪食 
(HFD32) は牛脂を 16 wt%、高オレイン酸サフラワー油を 20 wt%飼料に含み、


























普通食としてリサーチダイエット社 (NJ, USA) 製の D12450K (10kcal% 
Fat) を、高脂肪食として同じくリサーチダイエット社製の D12451 (45kcal% 
Fat) を用いた。また、高脂肪食 (D12451) に抗酸化サプリメントを 0.32%添加
し抗酸化サプリメント添加食とした。抗酸化サプリメントはエーザイ株式会社 
(Tokyo, Japan) よりユベラ贅沢ポリフェノール極みに含まれる脂溶性ビタミン
E (Tocと T3) と緑茶ポリフェノールを提供いただいた。なお、これらの添加量
は、添加による作用が期待でき、かつ有害性が報告されていない量として設定
した。緑茶ポリフェノール添加量の飼料 100 g あたり 300 mgは、本試験と類似
の条件で飼育時に血漿コレステロールを有意に低下させた量 [35] を基準とし
た。また、Toc添加量は飼料 100 gあたり 10 mgで、飼料のビタミン E含量 10 
mg/100g と合わせて 20mg/100gになるよう調整した。飼料の詳細は Table 2-1
に示した。また、また、抗酸化サプリメント添加食中に含む抗酸化成分とその
含量は Table 2-2に示した。 
 
2.2.2 実験動物 
Fischer 344 ラット (雄性、11週齢) を日本クレア株式会社 (Tokyo, Japan) 
より購入した。実験操作を行う前に 1 週間予備飼育した。なお、実験動物は購
入後、金網ケージで 1匹ずつ個別飼育し、市販固形食 (CE-2；日本クレア(株)) と
水は自由摂取させた。飼育環境は、室温 23 ± 1℃、明暗周期 12 時間 (明期: 
8:00‐20:00) で行った。 
1週間の予備飼育後、ラットを各群 8匹ずつ、試験前の体重が等しくなるよう
に、普通食群  (D12450K) 、高脂肪食群  (D12451) 、高脂肪食+サプリ群 
(D12451 + 0.32 wt% 抗酸化サプリメント) の 3群に分け、2.2.1 に示した試験
食を 12週間自由摂食させた。水は自由摂取とした。試験期間中、2日毎に体重、
摂食量を測定した (Fig. 2-2) 。本試験はすべて東北大学における動物実験等に



















DRI-CHEM 7000V (富士フイルム、Tokyo, Japan) を用いて測定した。 
 
2.2.6 肝臓脂質組成の測定 
肝臓脂質組成は凍結乾燥した肝臓から Folch [21] 法によって抽出した脂質を
用いて測定した。Folch法によって抽出した脂質は、終夜乾固後、重量法で総脂
質を測定した。その後、1.2.6 と同様にして TGおよび T-Cho濃度を測定した。 
 
2.2.7 肝臓脂質中のリン脂質の測定 
2.2.6 で抽出した脂質を用いて、1.2.7 と同様に Bartlet 法 [22] によってリ
ン定量を行い、リン脂質量に換算した。 
 




出後、Sep-Pak Vac 1cc NH2 Cartridges（Waters Corporation, MA, USA）を
用いて固相抽出処理を行い [24] 、メタノール 100μLに再溶解した。固相抽出
処理を行ったことで、CL-HPLC におけるベースラインの変動が顕著に減じ、
PCOOH の安定した定量が可能となった。これを 1.2.8 と同様、化学発光-高速




HPLCポンプ : CU-2080 Plus (日本分光)  
HPLCカラム : Finepak SIL-NH2-5, 4.6mmID×250mm (JASCO)  
移動相 : 2-プロパノール/メタノール/水 (1350:450:200, v/v/v)  
流速 : 移動相 1.0mL/min,  発光試薬 1.8mL/min 
27 
 
カラムオーブン : CO-2065 Plus (日本分光)   温度 : 40℃ 
UV検出器 : CLA-FL2 (日本分光)  
発光試薬 : 50mMホウ酸緩衝液 (pH10) に 2μMのルミノール (和光純薬工業
株式会社) と 25μMのチトクローム c (Sigma ,typeⅥ) を溶解して作成。 
化学発光検出器 : CLA-FL2 (東北電子産業)  
 
2.2.9 LC-MS/MS法によるリノール酸型 PCOOHの測定 
2.2.8 で抽出・調整したサンプルを LC-MS/MS分析に 10μL供した [24] 。
脂質過酸化のメカニズムは、ラジカル酸化・酵素酸化・一重項酸素酸化の 3 つ
の経路が存在し、6つの異性体が生成する (Fig. 2-3) 。Fig. 2-3に示したように、
脂質過酸化経路によって生成する異性体が異なるため、LC-MS/MS 法を用いて
異性体解析を行うことで、脂質過酸化の原因を推察することができる。ただし、





16:0/10-HPODE と 16:0/12-HPODE の量を求めた。MS/MS の分析条件は、以
下と Table 2-3 に示した。 
 
<MS/MSの分析条件> 
質量分析計: 4000QTrap (AB SCIEX)  
イオン化法: ESI (positiveモード)  
HPLC分析条件 
カラム : Atlantis T3 (2.1μm、4.6ｘ100mm、Waters)  
カラムオーブン: CTO-20A (島津製作所)   温度: 40℃ 
ポンプ: LC-20AD (島津製作所)  
オートサンプラー: SIL-20AC 
流速: 0.2ml/min  
移動相 A : 水 (100μM酢酸ナトリウムを含む) 
移動相 B : メタノール (100μM酢酸ナトリウムを含む) 
 
2.2.10 肝臓のビタミン E分析 
min 0 4 10 17 30 30.1 35
A (%) 30 10 10 0 0 30 30




臓中のビタミン E ( α -Tocopherol, β -Tocopherol, γ -Tocopherol, δ
-Tocopherol, α -Tocotrienol, β -Tocotrienol, γ -Tocotrienol, δ -Tocotrienol) 
分析を行った [36] 。肝臓の 20％ ホモジネート液 500μLを 10mL容ねじ口試
験管に分注し、0.9% NaCl (1mM EDTA) 500μLと、抗酸化剤として 6％ピロ
ガロール/エタノール溶液 0.2mL、さらに n-ヘキサン/酢酸エチル (9:1, v/v) 4mL
を添加して 5 分間よく混和し、液液分配によってビタミン E を抽出した。この
混合液を遠心分離 (1000g、10分、4℃) し、上層である有機溶媒層を 50mL 容
遠沈管に回収した。下層には再度 n-ヘキサン/酢酸エチル (9:1, v/v) 4mLを加え、
同様に混和、遠心分離した。集めた上層を遠心エバポレーターで乾固後、n-ヘ
キサン 300μL に再溶解し、50 倍希釈 (普通食群、高脂肪食群) もしくは 100





質量分析計：4000QTrap (AB SCIEX)  
イオン化法：APCI (negativeモード)  
HPLC分析条件 
カラム：Inertsil SIL 100A (5μm、4.6ｘ250mm、GL Siences)  
カラムオーブン：CTO-20A (島津製作所)   温度：40℃ 
ポンプ：LC-20AD (島津製作所)  
オートサンプラー：SIL-20AC 
流速：1ml/min 




い、多重比較には Tukey検定を用いた。統計処理にはエクセル統計 2010 (SSRI, 




























































Precursor ion (m/z) 790.4 [M+H]+
Production (m/z) 184.3 541.4 388.3 147.0
Declustering potential (V) 126 126 126 126
Entrance potential (V) 10 10 10 10
Collision energy (V) 47 59 41 69
Collision cell exit potential (V) 10 30 16 6
Curtain gas (psi)
Collision gas (psi)
Ion spray voltage (V)
Temperature (℃)
Ion source gas 1 (psi)
Ion source gas 2 (psi)

































































































































































































































































































































































































































































LC-MS/MS分析によってリノール酸型 PCOOHの解析を行い、16:0/18:2 n-6 
PCのリノール酸側鎖の一次酸化生成物総量である 16:0/HPODE、さらに自動酸
化または酵素酸化より生ずる 16:0/13-HPODE および 16:0/9-HPODE の量を測











るため、リノール酸の一次酸化生成物として 13-HPODE と 9-HPODE の他に












2.3.4 肝臓 PCOOH量に関与する要因 
 
今回観察された肝臓 PCOOH に関連する要因を明らかにするために、測定し





















Initial body weight (g) 229 ± 5 229 ± 5 229 ± 5
Final body weight (g) 354 ± 17a 377 ± 21b 380 ± 12b
Body weight increase (g) 124 ± 17a 148 ± 17b 151 ± 9b
Total food consumption (kcal) 5552 ± 300 5844 ± 601 6019 ± 261
Feed efficiency (g/100 kcal) 2.23 ± 0.20a 2.53 ± 0.10b 2.51 ± 0.15b
Liver (mg/g body weight) 24.4 ± 1.6 23.4 ± 1.0 23.3 ± 1.0
Epididymal fat (mg/g body weight) 31.6 ± 2.2a 37.6 ± 3.9b 36.8 ± 2.6b
Perirenal-retroperitoneal fat (mg/g body weight) 28.9 ± 2.1
a 37.8 ± 3.4
b 35.9 ± 2.1
b
Mesenteric fat (mg/g body weight) 23.9 ± 2.8a 29.9 ± 3.9b 27.6 ± 0.8b
Heart (mg/g body weight) 2.51 ± 0.10 2.44 ± 0.10 2.46 ± 0.14
Lung (mg/g body weight) 3.06 ± 0.27 3.15 ± 0.39 3.11 ± 0.39
Spleen (mg/g body weight) 2.06 ± 0.11 1.71 ± 0.10 1.68 ± 0.06
Kidney (mg/g body weight) 5.30 ± 0.21 5.21 ± 0.20 5.17 ± 0.30
Pancreas (mg/g body weight) 3.46 ± 0.43 3.11 ± 0.39 3.17 ± 0.29
Control HFD HFD+Antiox
Table 2-5 Body weights, total caloric food consumptions, and tissue weights in rats fed
with control diets, high fat diets (HFD) or HFD supplemented with an antioxidant mix
(HFD+Antiox) for 12 weeks





TG (mg/dL) 348 ± 115a 222 ± 45b 202 ± 28b






HDL-Cho (mg/dL) 55.3 ± 8.8 49.8 ± 10.0 47.4 ± 6.0






NEFA (μEq/L) 752 ± 192a 578 ± 142b 591 ± 107b
TL (mg/g Liver) 66.1 ± 10.7 64.6 ± 22.9 57.9 ± 6.5
TG (mg/g Liver) 33.2 ± 13.2 31.6 ± 23.4 28.0 ± 6.6
TC (mg/g Liver) 3.00 ± 0.43a 4.01 ± 0.88b 3.49 ± 0.30ab
PL (mg/g Liver) 32.3 ± 2.2 32.4 ± 4.2 31.7 ± 3.1
Table 2-6 Plasma and liver lipid contents of rats fed with control
diets, high fat diets (HFD) or HFD supplemented with an
antioxidant mix (HFD+Antiox) for 12 weeks
Values are expressed as mean  ± SD (n = 8), Different letters













16:0/13-HPODE (pmol/g Liver) 383 ± 149a 454 ± 136ab 536 ± 133b
16:0/9-HPODE (pmol/g Liver) 517 ± 173a 630 ± 179ab 712 ± 176b
16:0/HPODE (pmol/g Liver) 1045 ± 349a 1433 ± 431ab 1570 ± 450b
Ratio of 1O2 oxidation specific products (%) 13.6 ± 6.8
a 24.0 ± 3.0b 19.8 ± 4.4b
Table 2-7 Ratio of PCOOH isomers in rats fed with control diets, high fat diets (HFD)
or HFD supplemented with an antioxidant mix (HFD+Antiox) for 12 weeks
Control HFD HFD+Antiox















対照群の平均値で 30mg/g body weightおよび 84mg/g body weightで、二章の



















脂源に用いた (Fig. 3-1) 。また過去に、ラット肝臓 PCOOH濃度は 4週齢より
28 週齢で約 1.3 倍程度増加することが報告されており [42] 、週齢の高いラッ
トに高脂肪食を与えることで、酸化ストレスを増強できると予想した。よって、













脂質源をラード・大豆油から高リノール酸サフラワー油に改変し (Fig. 3-1) 、
AIN-93G をベースに飼料を作成した。脂質含量 7wt％の普通食に対し、高脂肪
食は脂質含量 20wt％ (Table 3-1) とした。また、高脂肪食に抗酸化サプリメン
トを 1%添加し抗酸化サプリメント添加食とした。抗酸化サプリメントはエーザ





Fischer 344 ラット (雄性、6週齢 (若齢) 又は 20週齢 (成熟)) を日本クレア
株式会社 (Tokyo, Japan) より購入した。実験操作を行う前に 1週間予備飼育し
た。なお、実験動物は購入後、金網ケージで 1 匹ずつ個別飼育し、市販固形食 
(CE-2；日本クレア(株)) と水は自由摂取させた。飼育環境は、室温 23 ± 1℃、
明暗周期 12時間 (明期: 8:00‐20:00) で行った。 
1週間の予備飼育後、ラットを各群 8匹もしくは 5匹ずつ、若齢・高脂肪食群、
若齢・高脂肪食+抗酸化サプリメント群（各群 n=8）、成熟・高脂肪食群、成熟・
高脂肪食+抗酸化サプリメント群（各群 n=5）の 4 群に分け、3.2.1 に示した試
験食を 12週間自由摂食させた。水は自由摂取とした。試験期間中、2日毎に体
重、摂食量を測定した (Fig. 3-2) 。本試験はすべて東北大学における動物実験






液は、遠心分離 (4℃, 1000g, 20min) して血漿を得て、それを血液サンプルと
した。採取した臓器はすぐに液体窒素に浸け、各種分析まで-80℃で保存した。












PL濃度を三菱化学メディエンス株式会社 (Tokyo, Japan) に委託し測定した。 
 
3.2.6 肝臓脂質組成の測定 





3.2.6 で抽出した脂質を用いて、1.2.7 と同様に Bartlet 法 [22] によってリ
ン定量を行い、リン脂質量に換算した。 
 
3.2.8 CL-HPLC法による肝臓 PCOOHの測定 
1.2.6 と同様に Folch 法により 20％肝臓ホモジネート液から脂質を抽出し、
2.2.8 と同様にして固相抽出処理を行い CL-HPLC分析に供した。 
 
〈CL-HPLC法の分析条件〉 
HPLCポンプ : CU-2080 Plus (日本分光)  
HPLCカラム : Finepak SIL-NH2-5, 4.6mmID×250mm (JASCO)  
移動相 : 2-プロパノール/メタノール/水 (1350:450:200, v/v/v)  
流速 : 移動相 1.0mL/min,  発光試薬 1.8mL/min 
カラムオーブン : CO-2065 Plus (日本分光)   温度 : 40℃ 
UV検出器 : CLA-FL2 (日本分光)  
発光試薬 : 50mMホウ酸緩衝液 (pH10) に 2μMのルミノール (和光純薬工業
株式会社) と 25μMのチトクローム c (Sigma ,typeⅥ) を溶解して作成。 
化学発光検出器 : CLA-FL2 (東北電子産業)  
 
3.2.9 肝臓のビタミン E分析 
3.2.4 で調製したラット肝臓 20%ホモジネートを用い、2.2.10 と同様にして
ビタミンEの分析を行った。MS/MSの分析条件は、以下とTable 3-3 に示した。 
 
<MS/MSの分析条件> 
質量分析計：4000QTrap (AB SCIEX)  
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イオン化法：APCI (negativeモード)  
HPLC分析条件 
カラム：Inertsil SIL 100A (5μm、4.6ｘ250mm、GL Siences)  
カラムオーブン：CTO-20A (島津製作所)   温度：40℃ 
ポンプ：LC-20AD (島津製作所)  
オートサンプラー：SIL-20AC 
流速：1ml/min 
移動相：n-ヘキサン/1,4-ジオキ酸/2-プロパノール (100:4:0.5, v/v/v)  
 
3.2.10 肝臓 RNAの抽出 
RNA later中で保存した肝臓から、Micro Smash MS-100 (Tomy精工、Tokyo, 
Japan) によって調製したホモジネートからRNeasy Midi Kit (Qiagen, Hilden, 
Germany) を用いて肝臓のmRNAを抽出した。抽出した RNA濃度の定量と純
度検定はナノドロップ (ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies, 
USA) を用いて行った。操作は“RNeasy® Midi/Maxi Handbook” QIAGEN




3.2.11 Real-Time 定量 RT-PCR解析 
定量 RT-PCR法を用いて、抗酸化系酵素 (Glutathione peroxidase1 (Gpx1), 
Glutathione peroxidase2 (Gpx2), catalase (Cat), Mn-Superoxide dismutase 
(Mn-Sod), Cu/Zn-Superoxide dismutase (Cu/Zn-Sod)) について遺伝子発現レ
ベルの解析を行った。分析装置は CFX96 Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad Laboratories, New South Wales) を使用し、SYBR greenの蛍光強度
によって測定した。 
3.2.10 で抽出したmRNAから Ready-To-Go TM T-Primed First-Strand Kit 
(GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) を用いて cDNA へ変換し、SYBR 
Premix Ex Taq (Takara Bio Inc. Shiga, Japan) と各遺伝子産物に特異的なプ
ライマーを加えて PCR反応を行った。PCR条件は、95℃で 1分間保持した後、
95℃で 5秒、65℃で 30秒を 40サイクル行った。反応産物が、単体かどうかを










た。統計処理には GraphPad Prism6 (GraphPad Software, Inc., CA, USA) を
























 HFD, high fat diet; Antiox, antioxidant mix. 
Sucrose






























































































































































































































































































































































































































































Table 3-4 Primer sequences for real-time quantitative RT-PCR
Gpx 1 ：Glutathione peroxidase 1
Gpx 2 ：Glutathione peroxidase 2
Cat : Catalase
Mn-Sod : Mn-superoxide dismutase

























って血漿中の脂質パラメータが有意に減少した (Table 3-6) 。しかし、肝臓脂質
は、成熟ラットで若齢ラットに比べ、肝臓 TL、TG、T-Cho 値が有意に増大し
た。この抗酸化サプリメント摂取による肝臓脂質蓄積の原因は定かではないが、
構成成分のうちビタミン E の投与量は、総ビタミン E 量として飼料 1 kg 中
1,421mg であり、通常の動物試験で使われる飼料中の酢酸トコフェロール添加
量 (AIN93G 75mg/kg, D12451 100mg/kg) より大きい。ビタミン Eをラットに
飼料 1kgあたり 25000IU 与えた報告では、肝臓脂質の有意な上昇と血清脂質の




ビタミン K を減少させ出血傾向を呈する他に重篤な副作用は知られておらず 

























臓 Toc濃度は成熟ラットで減少していた (Fig. 3-5) 。しかし、二章において、
肝臓中のビタミン E量と PCOOH濃度に関連が見られなかったことから、今回






































Initial body weight (g) 140 ± 5 141 ± 4 323 ± 3 328 ± 25 *** ns ns
Final body weight (g) 358 ± 20 349 ± 26 394 ± 10 401 ± 19 *** ns ns
Body weight increase (g) 218 ± 19 207 ± 25 70.6 ± 12.2 73.0 ± 8.4 *** ns ns
Total food consumption (kcal) 5053 ± 221 4791 ± 333 4992 ± 123 5035 ± 191 ns ns ns
Feed efficiency (g/100 kcal) 4.31 ± 0.20 4.32 ± 0.24 1.41 ± 0.22 1.45 ± 0.17 *** ns ns
Liver (mg/g body weight) 23.7 ± 0.9 24.4 ± 1.4 23.9 ± 0.6 26.0 ± 0.6 * ** ns
Epididymal fat (mg/g body weight) 37.3 ± 3.1 35.2 ± 3.5 33.9 ± 3.3 34.3 ± 2.2 ns *** ns
Perirenal-retroperitoneal fat 
(mg/g body weight)
Mesenteric fat (mg/g body weight) 26.2 ± 2.5 23.6 ± 3.2 30.9 ± 4.7 28.8 ± 3.2 *** ns ns
Heart（mg/g B.W.） 2.53 ± 0.13 2.54 ± 0.21 2.58 ± 0.13 2.64 ± 0.11 ns ns ns
Lung（mg/g B.W.） 3.42 ± 0.14 3.28 ± 0.29 3.27 ± 0.22 3.18 ± 0.20 ns ns ns
Spleen（mg/g B.W.） 1.60 ± 0.10 1.67 ± 0.11 1.62 ± 0.09 1.70 ± 0.04 ns ns ns
Kidney（mg/g B.W.） 5.39 ± 0.13 5.22 ± 0.14 5.13 ± 0.24 5.20 ± 0.12 * ns ns
Pancreas（mg/g B.W.） 2.96 ± 0.55 2.90 ± 0.65 2.76 ± 0.31 2.74 ± 0.36 ns ns ns
Values are expressed as mean  ± SD (juvenile; n=8, mature; n=5), * : P  < 0.05, ** : P  < 0.01, *** : P  < 0.001
Table 3-5 Body weights, total caloric food consumptions, and tissue weights in rats fed with high fat diets (HFD) or
HFD supplemented with an antioxidant mix (HFD+Antiox) for 12 weeks
Juvenile Mature
age diet age×diet
HFD HFD+Antiox HFD HFD+Antiox




TL (mg/dL) 488 ± 111 366 ± 37 467 ± 38 410 ± 41 ns *** ns
TG (mg/dL) 185 ± 65 120 ± 19 183 ± 23 154 ± 24 ns ** ns
T-Cho (mg/dL) 96 ± 15 80 ± 7 92 ± 8 84 ± 5 ns ** ns
LDL-Cho (mg/dL) 5 ± 0 5 ± 0 5 ± 0 5 ± 0 ns ns ns
PL (mg/dL) 159 ± 26 126 ± 13 147 ± 10 130 ± 10 ns ** ns
NEFA (mEq/L) 1.13 ± 0.32 1.03 ± 0.18 1.14 ± 0.10 0.85 ± 0.13 ns * ns
TL (mg/g Liver) 63.9 ± 8.2 91.8 ± 22.3 88.7 ± 13.4 127 ± 15 ** ** ns
TG (mg/g Liver) 22.6 ± 2.7 52.8 ± 19.6 49.6 ± 16.1 85.5 ± 17.4 ** *** ns
TC (mg/g Liver) 2.12 ± 0.35 4.23 ± 2.02 4.44 ± 2.05 7.22 ± 1.27 *** ** ns
PL (mg/g Liver) 29.1 ± 6.3 30.7 ± 6.1 34.7 ± 10.6 32.7 ± 7.2 ns ns ns
Values are expressed as mean  ± SD (juvenile; n = 8, mature; n = 5), * : P  < 0.05, ** : P  < 0.01,
Plasma 
Liver
Table 3-6 Plasma and liver lipid contents of rats fed with high fat diets (HFD) or HFD supplemented with an
antioxidant mix (HFD+Antiox) for 12 weeks
Juvenile Mature
age diet age×diet













Gpx1 1.00 ± 0.85 0.562 ± 0.261 0.690 ± 0.330 1.33 ± 0.91 ns ns ns









Cat 1.00 ± 0.47 0.548 ± 0.286 0.898 ± 0.700 1.12 ± 1.05 ns ns ns
Mn-Sod 1.00 ± 0.65 0.793 ± 0.369 0.906 ± 0.441 1.62 ± 0.90 ns ns ns










Values are expressed as mean  ± SD (juvenile; n=8, mature; n=5), * : P  < 0.05. Different letters denote
statistical difference (P<0.05).
Table 3-7 Liver mRNA expression levels of antioxidant-related genes in rats fed with high fat diets (HFD)
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